Molecular characterization of bacteria with probiotic potential isolated from stool of human neonates by Santos, Ricardo et al.
119
Trabajos originales
Revista peruana de biología 26(1): 119 - 130 (2019)
doi: http://dx.doi.org/10.15381/rpb.v26i1.15915
ISSN-L 1561-0837; eISSN: 1727-9933
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Caracterización molecular de bacterias con potencial 
probiótico aisladas de heces de neonatos humanos
Elizabeth Paitán*1,2, Ricardo Santos 1, Alejandrina Sotelo 2, Doris 
Zúñiga 1, Carlos Vílchez 2
Molecular characterization of bacteria with probiotic po-
tential isolated from stool of human neonates
1 Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima-Perú.
2 Facultad de Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima-Perú.
© Los autores. Este artículo es publicado por la Revista Peruana de Biología de la Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos. Este es un artículo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de la  Licencia Creative Commons Atribución-NoComercial-CompartirIgual 
4.0 Internacional.(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/), que permite el uso no comercial, distribución y reproducción en cualquier medio, 
siempre que la obra original sea debidamente citadas. Para uso comercial, por favor póngase en contacto con revistaperuana.biologia@unmsm.edu.pe.
Journal home page: http://revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe/index.php/rpb/index
Citación:
Paitán E., R. Santos, A. Sotelo, D. Zúñiga, C. Vílchez. 
2019. Caracterización molecular de bacterias 
con potencial probiótico aisladas de heces de 
neonatos humanos. Revista peruana de biología 






1 Laboratorio de Ecología Microbiana y Biotec-
nología, Departamento de Biología, Facultad de 
Ciencias, Universidad Nacional Agraria La Molina, 
Lima-Perú.
2 Departamento Académico de Nutrición, Facultad 
de Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La 
Molina, Lima-Perú.






Palabras clave: Recién nacidos; PCR-BOX; Entero-
coccus; Lactobacillus; Fermentar.
Keywords: Newborn; BOX-PCR; Enterococcus; 
Lactobacillus; ferment.
Resumen
El objetivo de este estudio es caracterizar molecularmente bacterias con poten-
cial probiótico aisladas de heces de neonatos humanos. Se evaluó 60 muestras de 
heces de neonatos (0-3 días) se enriquecieron en caldo Man Rogosa y Sharp 
(MRS) a 37°C/24h. Se seleccionó y se sometió a pruebas in vitro con sales biliares, 
resistencia a pH bajo y actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC25922, 
E. coli ATCC35218, Salmonella enterica y Listeria inocua mediante el ensayo difu-
sión en agar. La identificación molecular se realizó con amplificaciones PCR-BOX 
y el secuenciamiento del gen 16S rRNA. Se aislaron un total de 48 cepas y todas 
presentaron resistencia a pH 3 y 0.3% sales biliares; 3 cepas mostraron actividad 
antimicrobiana frente a E. coli ATCC25922, 1 cepa frente a E. coli ATCC35218, 5 cepas 
frente a L. inocua y todas frente a Salmonella entérica. De las 48 cepas se obtuvieron 
dos perfiles BOX-PCR pertenecientes a los géneros de Lactobacillus y Enterococcus. 
Nueve cepas (C52, C61, C71, C112, C16 2, C192, C20, C35, y C42) presentaron un 100% 
de similaridad a Lactobacillus plantarum ATCC 14917T [ACGZ01000098] y dos cepas 
(C15 y C40) un 99.93% y 99.80% de similaridad, respectivamente a Enterococcus 
faecium CGMCC 1.2136T [AJKH01000109]; estas cepas mostraron actividad en leche 
con diferencias significativas (p valor < 0.05) en la cinética de pH 3. En conclusión 
se encontró bacterias con potencial probiótico.
Abstract 
The aim of this study is to molecularly characterize bacteria with probiotic potential 
isolated from feces of human neonates. Sixty stool samples from neonates (0-3 
days) were evaluated and enriched in Man Rogosa and Sharp (MRS) broth at 37 
° C / 24h. It was selected and subjected to in vitro tests with bile salts, resistance 
to low pH and antimicrobial activity against Escherichia coli ATCC25922, E. coli 
ATCC35218, Salmonella enterica and Listeria inocua by agar diffusion assay. The 
molecular identification was made with PCR-BOX amplifications and the sequencing 
of the 16S rRNA gene. A total of 48 strains were isolated and all showed resistance 
to pH 3 and 0.3% bile salts; 3 strains showed antimicrobial activity against E. coli 
ATCC25922, 1 strain against E. coli ATCC35218, 5 strains against L. innocuous and 
all against S. enterica. Of the 48 strains, two BOX-PCR profiles belonging to the ge-
nera of Lactobacillus and Enterococcus were obtained. Nine strains (C52, C61, C71, 
C112, C162, C192, C20, C35, and C42) presented 100% similarity to L. plantarum 
ATCC 14917T [ACGZ01000098] and two strains (C15 and C40) 99.93% and 99.80 % 
similarity, respectively to Enterococcus faecium CGMCC 1.2136T [AJKH01000109]; 
these strains showed activity in milk with significant differences (p value <0.05) in 
the kinetics of pH 3. In conclusion, bacteria with probiotic potential were found.
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IntroducciónEnfermedades como la obesidad, diabetes tipo 1 y 2, colitis, hígado graso no alcohólico, y ciertos tipos de cáncer están asociadas con la alteración de la microbiota intestinal aberrante (Ley et al. 2006, Icaza 2013) y se ha 
demostrado que la modificación de esta puede prevenir y tratar estas enfermedades (Tai et al. 2017). La microbiota intestinal del ser humano está con-formada por una carga microbiana de 1011 y 1012 bacte-rias por gramo de heces, dentro de los cuales se tienen aproximadamente 500 especies, encontrándose los lac-tobacilos en minoría (Visozo et al. 2006). La microbiota intestinal es fundamental para el correcto crecimiento corporal, la nutrición y el desarrollo de la inmunidad donde las alteraciones de esta podrían explicar en par-te ciertas epidemias de la humanidad como el asma y la obesidad, así como la disbiosis que se ha asociado a 
diversos casos como el hígado graso no alcohólico, la enfermedad celíaca y el síndrome de intestino irritable (Icasaza 2013).
Los probióticos se definen como microorganismos 
viables o vivos que al ser consumidos en cantidades 
apropiadas confieren efectos benéficos para la salud del 
hospedero, siendo los más utilizados los géneros Lac-
tobacillus y Bifidobacterium (FAO/OMS 2001, Delgado 
2005). Asimismo, está probado el efecto beneficioso de los probióticos en alergias, infecciones urinarias, dia-rreas, e intolerancia a la lactosa, entre otros. Sin embar-go, para que el uso de los probióticos sea exitoso, tienen que ser resistentes a las condiciones del tracto gastroin-testinal, tales como las sales biliares y la acidez gástrica. Estos son criterios que debe cumplir cualquier microor-ganismo que se considere probiótico (FAO/OMS 2001, Delgado 2005, Cagigas et al. 2002, Mejía et al. 2007).
Es importante mencionar que la microbiota nativa está constituida por el conjunto de microorganismos 
que colonizan establemente la superficie de las mucosas, 
como las de la vagina de la mujer (Guarne 2007). Esta 
microbiota favorece la colonización del aparato digestivo del neonato durante el parto vaginal, como consecuencia 
del contacto del niño con la microbiota vaginal y perineal 
de la madre. Esta colonización se ve favorecida por el pH 
gástrico relativamente elevado y la secreción atenuada 
de bilis, típicas de los recién nacidos. La evolución pos-
terior de la microbiota va a estar muy ligada al régimen alimenticio del niño, por lo cual la leche materna humana es otro factor importante en el desarrollo de la microbio-ta intestinal del neonato, ya que representa una fuente continua de microorganismos (Rodríguez et al. 2008, Oli-
vares et al. 2008). Se ha observado que la microbiota de los lactantes alimentados con leche materna está consti-
tuida principalmente por bifidobacterias y lactobacilos, mientras que en la microbiota de los neonatos alimenta-dos con fórmulas lácteas predominan las bacterias coli-formes. (Ibañez 2017).
Esta microbiota nativa tiene gran importancia porque 
son bacterias que sirven de semilla para el desarrollo de la microbiota y son capaces de modular la colonización 
bacteriana neonatal con efecto protector sobre las enfer-medades gastrointestinales infecciosas (La Rosa et. al. 
2014). Hoy se tiene pruebas que las primeras colonias 
nativas funcionan como entrenadoras del sistema in-munitario y muchas de ellas son bacterias con potencial probiótico y por lo tanto son especies importantes por 
los beneficios en la salud del aparato digestivo humano y por la producción de compuestos antimicrobianos. Ade-más, estas bacterias tienen la capacidad de fermentar di-
ferentes carbohidratos y tienen alta tolerancia a pH bajo 
(Rodríguez 2009). Por ello las bacterias nativas de ori-
gen humano sirven de semilla o inoculo para cultivos be-
néficos a la salud por lo que es necesario caracterizarlos. 
Los objetivos del presente estudio fueron: (1) caracterizar bacterias aisladas de heces de neonatos 
humanos, (2) evaluar su resistencia a pH 3, (3) sales bi-
liares, así como su (4) actividad antimicrobiana frente a 
bacterias patógenas y que posean actividad en leche.
Material y métodos
Colección de las muestras.- Se colectaron 60 mues-tras aleatoriamente de heces de neonatos (de 0 a 3 días) nacidos en el Instituto Nacional Materno Perinatal 
(INMP) de Lima, desde noviembre del 2016 a febrero del 2017. Ésta colección fue en forma semanal (2 a 3 mues-tras) durante 4 meses, siguiendo el protocolo aprobado por la Comisión de Ética del INMP y con el material debi-damente esterilizado, realizada la colección de la mues-
tra se llevaron al laboratorio inmediatamente para su análisis.
Aspectos éticos.- El Comité de ética de Investigación del Instituto Nacional Materno Perinatal de Lima aprobó el proyecto (código 078-16).
Aislamiento de bacterias ácido lácticas.- Para el 
aislamiento de LAB se disolvió 2 gramos de cada mues-tra en 18 mL de caldo Man Rogose Sharpe (MRS) (Merck, USA) y se incubó a 37 °C por 24 horas. Transcurrido este tiempo se realizaron diluciones seriadas hasta 10-6 usan-
do para ello solución salina (0.9% NaCl) y se vertieron en placas de agar MRS (Moreno et al. 2011) ajustado a 
pH 5.4 como medio selectivo para bacterias ácido lácti-cas (Rodríguez 2009), se incubo a 37 °C por 48 horas en microaerobiosis para el crecimiento bacteriano. Las co-
lonias a aislar se sometieron a tinción Gram, detección de esporas y prueba de catalasa (Mejía et al. 2007). Con 
fines a diferenciar mejor morfológicamente las colonias 
se hizo una prueba adicional en MRS modificado (Lee & Lee 2008) con bromofenol. 
Las cepas aisladas se conservaron a -80 °C (Cueto & Aragón 2012) en caldo MRS con 40% de glicerol como crio protector. Las bacterias se incubaron en caldo MRS a 
37 °C por 18 horas, previo a realizar los ensayos.
Resistencia a sales biliares.- Para este estudio se 
realizaron ensayos in vitro, donde la resistencia a sales biliares se hizo siguiendo la metodología utilizada por Lara y Burgos (2012), utilizando tubos con 3 mL de caldo 
MRS con adición de sales biliares 0,3% de origen bovino 
(Sigma chemicol B8756), esterilizados en autoclave al 
bacterias con potencial probiótico aisladas de heces de neonatos humanos
Rev. peru. biol. 26(1): 121 - 130 (February 2019) 121
que se inoculo con 10% de la cepa a evaluar y se incubo a 37 °C por 24 horas. Los controles fueron caldos a los cuales se sembró las cepas sin adición de sales biliares 
y para cuantificar la resistencia de las cepas se midió la 
densidad óptica (DO) a 600 nm (Ávila et al. 2010) en un 
espectrofotómetro UV (Génesis, 10S UV-VIS).
Tolerancia a ácido.- Para tolerancia a ácido se reali-
zó en tubos con 3 mL de caldo MRS ajustada a pH 3 con adición de ácido clorhídrico 6M (Moreno et al. (2011), se 
inoculo 10% de la cepa a evaluar y se incubo a 37 °C por 24 horas. Como referencia se usó caldo MRS sin adición 
de ácido clorhídrico, inoculado con la cepa a evaluar y se trató bajo los mismos parámetros de inoculación, tem-
peratura y tiempo de incubación que se hicieron a pH 3.Los resultados se expresaron como densidad óptica 
(DO) leída a 600 nm (Ávila et al. 2010) en un espectrofo-
tómetro UV (Génesis, 10S UV-VIS). La tasa de sobreviven-cia se calculó como el porcentaje de absorbancia (Sán-
chez et al. 2015) mediante la ecuación:
% = 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑁𝑁𝑁𝑁1 × 100
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑁𝑁𝑁𝑁0  N1: Lectura de DO después del tratamiento N0: Lectura de DO sin el tratamientoLas cepas con mayor tolerancia a sales biliares y re-sistencia a ácido durante las 24 horas se seleccionaron y 
sometieron a las mismas condiciones de pH y sales bilia-res durante 2 horas (Cueto et al. 2010) de incubación a 37 °C, seguidamente se realizaron las diluciones seriadas y siembra en placas con agar MRS dejando en incubación a 37 °C por 24 horas para hacer el conteo de las colonias. 
Actividad antimicrobiana.- La actividad antimicro-
biana fue evaluada a las 48 cepas aisladas, y se determi-
nó con la técnica de difusión en agar (Vallejo et al. 2009). Las bacterias indicadoras utilizadas fueron cepas de la Colección del Laboratorio de Microbiología Ecología y Biotecnología (Facultad de Ciencia, Biología – UNALM); estas bacterias fueron Escherichia coli ATCC25922, E. 
coli ATCC35218, Salmonella enterica y Listeria inocua, y como cepas control se utilizaron Lactobacillus plantarum y Lactococcus lactis.Para esta prueba se preparó una suspensión a 60% de transmitancia de cada una de las 4 cepas indicadoras 
y se sembraron 30 μL en placas de agar triptona de soya (TSA, OXOID, United Kingdom), se dejaron secar durante 
5 minutos y en la superficie se depositó 5 μL de los so-
brenadantes de los cultivos libres de células bacterianas, 
las cuales previamente fueron centrifugadas a 5000 g durante 5 minutos. Se incubaron a 37 °C por 24 horas, al 
término del cual se hicieron las lecturas correspondien-
tes. Los resultados se expresaron como positivos cuando el halo externo formado fue mayor a 1 mm (Sánchez et al. 2015).
Caracterización molecular.- Las 48 cepas aisladas 
se activaron en caldo MRS a 37 °C por 18 horas, y se pro-cedió a la extracción de DNA genómico de cada cepa de 
acuerdo a las indicaciones del kit comercial (Thermo SCIENTIFIC, USA) y la amplificación PCR fue realiza-do de acuerdo a Versalovic et al. (1991), empleando el 
primer BOX A1R (5´- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3´). 
Obtenidos los perfiles BOX-PCR de las cepas en ensayo se formaron agrupamientos de alta similitud. Las cepas 
representativas de cada agrupamiento fueron ampli-
ficadas mediante el gen 16S rRNA usando cebadores 
(primers) fD1 GACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 
y de reversa rD1 (5′-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGT-
GATCCAGCC-3′) descritos por Versalovic et al. (1991). El 
producto de amplificación fue purificado con el kit (DNA 
Purification Kit–Thermo Scientific) y posteriormente se-
cuenciado por MacroGen Inc. (Seoul, Korea). Las lecturas y análisis de las secuencias se realiza-ron a partir de los cromatogramas y las secuencias de nucleótidos obtenidas se compararon con las bases de datos del GenBank PDB (BLASTN 2.2.0). Para la limpieza 
e identificación de las secuencias se usó el programa Bio-Edit Sequence Aligment Editor.
Cinética de crecimiento de las cepas ácido lácti-
cas caracterizadas en leche.- Esta prueba se realizó con 
dos cepas representativas 5(2) y 15 que mostraron resis-
tencia a medio adverso como pH bajo, sales biliares y ac-
tividad antimicrobiana. Se inició activando las cepas en tubos con 5 mL de caldo MRS a 37 °C durante 24 horas.
Para determinar la cinética de crecimiento se siguió 
la técnica de Rodríguez (2009) con ciertas modificacio-
nes, donde las cepas activadas en caldo se sembraron (10%) en leche reconstituida (10%), descremada y de-bidamente tindalizada, se dejaron en incubación a 37 °C de donde se tomó las muestras a las 0.0, 3.0, 6.0, 9.0, 
12.0 y 24 horas de incubación, para medir el pH y hacer la siembra en placas, por lo que se extrajo 1 mL de las muestras para hacer las diluciones hasta la 10-8 y se sem-bró en placas con agar MRS, estos fueron incubados a 37 
°C por 24 horas, al término de este tiempo se determinó el crecimiento log UFC/mL. 
Todos los ensayos fueron por duplicado y los valores 
obtenidos se utilizaron para determinar la curva de cre-cimiento en leche. 
Análisis estadístico.- Los resultados se analizaron utilizando el paquete SAS (Statistical Análisis System) 
versión 9 y se consideró diferencia estadísticamente sig-
nificativa cuando P<0.05. 
Resultados 
Aislamiento de bacterias ácido lácticas de heces.- De las 60 muestras de heces de neonatos humanos de 0 a 3 días de nacidos en el INMP de Lima, se aislaron 48 ce-pas bacterianas con borde regular redondeado, con una 
elevación pequeña, de color blanco opaco, cuyo color se 
modificó a azulado cuando se sembró en agar MRS con bromofenol, pero se pudo diferenciar mejor por las ca-
racterísticas morfológicas de borde y elevación (Fig. 1). 
Estas colonias mostraron ser Gram positivas, no esporu-
ladas, anaerobias facultativas y catalasa negativa. 
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 Figura 1. Colonias desarrolladas en agar MRS (S) y MRS (M).
Resistencia a sales biliares.- Es esencial que las bacterias tengan sistemas de protección a efectos de con-trarrestar las condiciones del estómago y la bilis del in-testino delgado, pues la digestión está en función al tipo de alimento además se debe considerar que el transito 
del alimento a través del intestino delgado es hasta de 12 
horas (Clark & Martin 1994). Por ello, con la finalidad de seleccionar cepas más resistentes se sometió a una in-cubación en caldo MRS con 0.3% de sales biliares a 37 °C durante 24 horas, en la que la totalidad de las cepas 
mostraron resistencia aunque algunas tuvieron mayor resistencia respecto al control (Tabla 1). En total se aisla-ron 15 cepas (31.25%) que presentaron una resistencia igual o mayor a 30% a la concentración de sales biliares respecto al control.
Tolerancia a pH bajo.- La resistencia a pH bajo dio 
como resultado diversos porcentajes de tolerancia a estas condiciones, donde algunas cepas mostraron mejor resis-tencia que otras a pesar que todas las cepas resistieron dichas condiciones; sin embargo, solo se consideró como 
positivo a aquellas cepas que tuvieron 30% o más de to-lerancia en medio acido respecto al de la referencia obte-
niéndose una toleración del 60.4% (29 cepas, Tabla 2).
Comparando los porcentajes de sobrevivencia de las 
48 cepas sometidas a pH 3 y resistencia a 0.3% de sales 
biliares, se encontró diferencias significativas (p<0.05) donde las cepas aisladas presentaron mejor tolerancia al 
pH en comparación a las sales biliares.
Se seleccionaron 11 cepas que tuvieron mejor tole-
rancia (30% mínimo) a 0.3% de sales biliares y a pH 3 (50% mínimo, con ácido clorhídrico), siendo estas some-tidas a las mismas condiciones en caldo MRS ajustado a 
pH 3 y caldo con 0.3% de sales biliares a 37 °C durante 
dos horas de incubación, obteniéndose buen crecimiento 
de 3 cepas 5(2), 6(1) y 40 a pH 3 que fueron igual a la cepa de referencia L. plantarum (7 log UFC/mL) mien-
tras que las demás cepas tuvieron un crecimiento de 6 log UFC/mL. La tolerancia a 0.3% de sales biliares de las cepas 5(2), 6(1), 19, 20 y 40 mostraron el mismo crecimiento que la cepa de referencia (L. plantarum, 5 log UFC/mL) y en las cepas restantes el crecimiento fue 1 log UFC/mL menos que la cepa de referencia (Tabla 3). Un criterio obligatorio en la selección de cepas pro-bióticas para la producción de alimentos probióticos, como los productos lácteos fermentados y otros, es la ca-
pacidad de sobrevivir a condiciones de pH bajo y resistir a las sales biliares. En este estudio se encontró que la ma-
yoría de las cepas evaluadas mostraron mejor resisten-
Tabla 1. Densidad óptica de sobrevivencia de cepas sometidas a 
pH 3 y 0.3% de sales biliares a 37 °C durante 24 horas.
Codigo Referencia pH 3 S. biliares 0.3%
1(2) 1.860 0.7820 0.320
2 1.850 0.7950 0.041
3(2) 1.878 1.3000 0.650
4(1) 1.891 0.7100 0.660
4(2) 2.170 0.5000 0.600
5(2) 1.892 0.9520 0.650
6(1) 1.859 0.6800 0.500
7(1) 1.820 0.7700 0.600
7(2) 1.876 0.8700 0.600
8 1.831 0.5280 0.060
9(1) 1.879 0.4100 0.030
10 1.825 0.4350 0.030
11(2) 1.890 0.4040 0.250
12 1.860 0.4300 0.300
13 1.860 0.3000 0.030
14 1.980 0.0300 0.040
15 1.870 0.9500 0.360
16(2) 1.910 0.9320 0.630
17 1.910 0.8500 0.540
18 1.880 0.6350 0.640
19(1) 1.820 1.1200 0.600
20(2) 1.870 1.0560 0.700
21(1) 1.950 1.2200 0.160
22(1) 1.820 0.9190 0.450
23(1) 1.900 0.5470 0.520
24 1.860 0.4150 0.030
25(2) 1.860 1.0300 0.950
26 1.890 0.8540 0.450
27 1.940 0.4500 0.050
28 1.960 0.4500 0.700
29 1.890 0.1210 0.600
30(1) 2.170 0.2220 0.700
30(2) 1.890 0.4752 0.380
31(1) 1.890 0.9500 0.750
32(2) 1.830 0.0600 0.600
33(2) 1.930 0.6400 0.400
34 1.890 0.6200 0.100
35 1.860 0.5410 0.400
36 1.892 0.8240 0.240
37 1.850 0.9100 0.400
38 1.820 0.1240 0.380
39 1.920 0.9800 0.060
40(1) 1.960 1.0300 0.450
41(1) 1.822 0.1090 0.100
42 1.890 0.9900 0.100
43 1.852 0.8200 0.100
44(1) 1.830 0.8350 0.240
45(2) 1.890 0.6590 0.210
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cia a pH 3 que tolerancia a sales biliares, lo que sugiere 
que podrían sobrevivir al pH bajo del estómago, por lo que, las cepas 5(2), 6(1), 7(1) y 40 cumplieron con este 
criterio debido a que mostraron buen número de células 
viables en esta prueba.  
Actividad antimicrobiana .- En la prueba de activi-dad antimicrobiana contra microorganismos patógenos 
se observó la formación de halos mayores a 1 mm. En la Tabla 4 se puede apreciar que todas las cepas mostraron inhibición contra S. entérica, mientras que sólo tres ce-pas 5(2), 6(1) y 7(1) inhibieron E. coli ATCC25922; una cepa 7(1) inhibió E. coli ATCC35218 y cinco cepas 5(2), 7(1), 7(2), 11 y 15 inhibieron L. inocua (Fig. 2). 
Figura 2. Ensayo de difusión en agar de las cepas aislados de neo-
natos contra Listeria inocua. (A). Cepa 5(2)c con caldo MRS y 5(2)L 
con leche. (B). Cepa 15 con caldo MRS.
La actividad antimicrobiana de las cepa 7(1) fue 
positiva contra todas las bacterias patógenas indicado-ras E. coli ATCC25922, E. coli ATCC35218, L. inocua y 
S. entérica; mientras que la cepa 5(2) mostró actividad antimicrobiana contra tres bacterias indicadoras E. coli ATCC25922, L. inocua y S. enterica, pero no contra E. coli 
ATCC35218. Y la cepa 15 y 11 tuvo actividad antimicro-biana contra dos cepa L. inocua y S. enterica (Tabla 4).
Las cepas fueron activadas en leche previo a la prue-
ba de actividad antimicrobiana, observandose que la cepa 5(2)L mostró un halo mas grande contra L. inocua 
en comparacion a dicha cepa activada en caldo MRS. Ade-
Tabla 2. Porcentaje de sobrevivencia de cepas después de las 24 
h de incubación a sales biliares y pH bajo.
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mas, la cepa 15 activada en caldo MRS mostró presencia de halo contra L. inocua (Fig. 2).Las cepas control A (L. plantarum y L. lactis) utiliza-das en esta prueba formaron halos similares a aquellos formados por las cepas en estudio (B) contra S. entérica (Fig. 3).
Figura 3. Ensayo de difusión en agar de las cepas aisladas de neona-
tos contra Salmonella enterica. (A). Cepas control: Lp= Lactobacillus 
plantarum y Ll= Lactococcus lactis. (B). cepas aisladas de neonatos. 
Identificación molecular de las cepas aisladas de 
neonatos
Amplificación PCR-BOX.- Para conocer la diversi-dad microbiana de las bacterias acido lácticas aisladas 
de neonatos humanos se extrajo el ADN y se amplificó 
las 48 cepas obteniéndose perfiles similares tal como se 
muestra en la Figura 4. Cada uno de los perfiles fue ana-
lizado de acuerdo a las bandas formadas obteniéndose dos grupos diferentes.
Secuenciación del gen 16S rRNA.- Para ello, se se-leccionaron 11 cepas que cumplían criterios de toleran-
cia a pH 3, resistencia a 0.3% de sales biliares y actividad antimicrobiana. En la Figura 5 se pueden apreciar las bandas del gen 16S de las once cepas. Comparados y analizados las secuencias con la base 
de datos del GenBank se encontró nueve cepas [5(2), 6(1), 7(1), 11(2), 16(2), 19 (2), 20, 35 y 42] con 100% de similaridad a Lactobacillus plantarum ATCC14917 T y dos cepas (15 y 40) con 99.93% y 99.80% de similaridad a Enterococcus faecium CGMCC 12136T respectivamente. En este estudio se aisló y caracterizo mayor número de lactobacilos que lactococos (Tabla 5).
En las 11 cepas clasificadas filogénicamente aisladas de heces de neonatos humanos nacidos en el INMP de Lima se halló mayor número de lactobacilos (9 cepas) que lactococos(2 cepas), donde la cepa 5(2) (Fig. 6) mos-tró buen potencial probiótico, mientras que, para los lac-tococos la cepa 15 mostró potencial probiótico. Cinética de crecimiento de las cepas en leche.- La 
cinética de crecimiento en leche de la cepa 5(2), que tuvo un 100% de similaridad a L. plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T, desarrolló una rápida multiplicación que se incrementó de 5 a 7 log UFC/mL en tres horas, y al-
canzando 8 log UFC/mL a las 9 horas, evidenciando así un buen crecimiento de esta bacteria antes de llegar a la fase estacionaria (Fig. 7). 
La cinética de crecimiento de la cepa 15, que tuvo 99.93% de similaridad a Enterococcus faecium CGMCC 
Tabla 4. Actividad antimicrobiana de las cepas aisladas de neo-







L. inocua S. entérica
1(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
2(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
3(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
4(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
4(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
5(2) + + + ‒ ‒ ‒ + + + + + +
6(1) + + + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
7(1) + + + + + + + + + + + +
7(2) + + ‒ ‒ + + + + + +
8 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
9(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
10 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
11(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + + +
12 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
13 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + +
14 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
15 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + + +
16(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
17 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
18 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
19(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
20(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
21(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
22(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
23(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
24 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
25(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
26 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
27 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
28 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
29 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
30(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
30(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
31(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
32(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
33(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
34 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
35 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
36 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
37 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
38 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
39 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
40(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + +
41(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
42 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
43 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
44(1) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
45(2) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + + +
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 Figura 4. Perfiles PCR-BOX de las cepas aisladas de neonatos usando 
el primer BOXA1R para perfiles: (A) de 1 al 16,  (B) del 17 al 31, y 
(C) del 32 al 45.
Figura 5. Electroforesis del gen 16S rRNA de once cepas selecciona-
das. B: blanco, M: Marcador 1Kb.
Tabla 5. Caracterización molecular y clasificación filogenética de las cepas BAL aisladas de neonatos humanos.
Código de cepa Agrupamiento Identificación molecular por secuenciamiento del gen ribosomal 16s Número de Accesión Similaridad (%)
5(2) A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
6(1) A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
7(1) A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
11(2) A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
15 B Enterococcus faecium CGMCC 1.2136T AJKH01000109 99.93
16(2) A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
19(2) A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
20 A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
35 A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
40 B Enterococcus faecium CGMCC 1.2136T AJKH01000109 99.80
42 A Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T ACGZ01000098 100
Figura 6. Observación al microscopio 5(2) de Lactobacillus plantarum 
subsp. plantarum ATCC 14917T (Izquierda) y 15 Enterococcus faecium 
CGMCC 1.2136T (Derecha). 


















Figura 7. Cinética de crecimiento respecto al tiempo en leche de la 
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1.2136T, mostró rápido crecimiento pasando de 5 a 7 log UFC/mL al cabo de tres horas, llegando hasta 8 Log 
UFC/mL a las 24 horas. Lo que evidencia que el mayor crecimiento de estas bacterias se produce dentro de las 3 primeras horas de incubación (Fig. 8).


















Figura 8. Cinética de crecimiento respecto al tiempo en leche de la 
cepa 15 con 99.93% de similaridad a Enterococcus faecium CGMCC 
1.2136T
En la Tabla 6 se muestra la variación de pH y el cre-cimiento de las cepas 5(2) y 15 durante las 24 horas de 
incubación. La cinética de disminución de pH es un factor importante para la selección de bacterias ácidos lácticas en la producción de productos lácteos fermentados, sien-
do las cepas 5(2) y 15 las que mostraron mejor actividad de fermentación en leche, determinándose diferencias 
significativas (p<0.05) en la cinética de pH a favor de la cepa 15 como mejor productor de ácido láctico.
Tabla 6. Variación del pH y crecimiento de las cepas en leche.
Cepa 5(2) Cepa 15
Horas pH Log UFC/mL pH Log UFC/mL
0 5.48 4.50 5.50 5.30
3 5.40 7.10 5.35 7.10
6 4.83 7.20 4.91 7.30
9 4.49 8.00 4.66 7.80
12 4.14 8.10 4.22 7.85
24 3.68 8.20 3.65 8.30
(p<0.05)
Discusión
Aislamiento de bacterias ácido lácticas de heces.- 
A través de las diferentes investigaciones se han podido 
identificar diversas ventajas del microorganismo probió-ticos, lo que ha incrementado sobretodo el consumo de productos lácteos fermentados, siendo importante iden-
tificar y caracterizar estas bacterias a través de aspectos 
como características morfológicas, fisiológicas y técnicas moleculares.En el presente estudio las características morfológi-cas de las colonias en agar MRS coinciden con colonias 
típicas formadas por BAL (Yadav et al. 2016). Todas las 
bacterias aisladas fueron Gram-positivas, catalasa-nega-
tiva, no esporulados, anaerobios facultativos y durante la fermentación no produjeron gas; estos correspondían a bacilos y algunos lactococos, encontrándose estas úl-
timas con células en pares. Shin et al. (2008) reportan iguales características de bacterias aisladas del tracto gastrointestinal de pollos. Los lactococos son comensa-les habitantes del tracto gastrointestinal del ser humano y animales, que frecuentemente se encuentran en ali-mentos fermentados Ren et al. (2016).
Resistencia a sales biliares.- La tolerancia a sales biliares es considerada una prueba esencial para las 
bacterias ácido lácticas a efectos que puedan sobrevivir al paso del intestino; en nuestro estudio el uso de 0.3% de sales biliares redujo el crecimiento en 1 Log/mL en 6 de las cepas caracterizadas y en 5 Log/mL en 11 cepas, cuyo comportamiento fue similar al control (Lactobaci-
llus plantarum) reforzando así lo reportado por Park et 
al. (2002). Las bacterias ácido lácticas probióticas varían 
su nivel de tolerancia biliar considerablemente, sin em-
bargo se desconoce el mínimo nivel de tolerancia biliar que estos poseen (Klaenhammer 1982).Las cepas que mostraron mayor resistencia a las sales biliares podría deberse a que hidrolizan mejor las sales 
biliares a través de la enzima hidrolasa biliar atenuan-do de esta manera el efecto detergente de la sal biliar 
(Erkkila & Petaja, 2000). Las bacterias ácido lácticas que 
tuvieron resistencia a concentraciones de sales biliares 0.3% permite seleccionar cepas resistentes para el uso 
en productos fermentados por probióticos (Erkkila & Pe-taja 2000).
Cueto y Aragón (2012) obtuvieron mayor porcentaje 
de crecimiento de bacterias ácido lácticas a pH bajo (3.0) comparado con aquellas sometidas a concentraciones de 0.3% de sales biliares, coincidiendo con lo hallado en el presente estudio.
Tolerancia a pH bajo.- La tolerancia a pH bajo es otra característica importante de los probióticos (Brink et al. 
2006). El recubrimiento de sustancias poliméricas extra-celulares (EPS) puede ser un protector de las bacterias que les permite soportar el ácido del estómago (Boke et al. 2010); de acuerdo a nuestros resultados algunas cepas estarían mejor recubiertas de EPS que otras, por 
ello, la DO mostraron valores diferentes de tolerancia a 
pH bajo. Estos resultados coinciden con los trabajos de aislamiento de cepas de heces humanas realizados por Park et al. (2002). Según la DO, los porcentajes de sobre-
vivencia fueron menores a los hallados por Tulumoglu et al. (2013), quienes sometieron a las cepas a un proceso de incubación de 2 horas, mientras que en el presente estudio fueron realizadas a 24 horas. Sin embargo, cuan-
do se seleccionaron las 11 cepas más tolerantes al pH bajo durante 24 horas y sometieron a la misma prueba por dos horas, las cepas mostraron crecimiento de 7 log 
UFC/mL, valores similares encontrados por otros inves-tigadores. Park et al (2002) igualmente al aislar cepas de 
heces de bebes obtuvieron un crecimiento de hasta 7 log 
UFC/ mL en medio a pH 3.
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Actividad antimicrobiana.- Jabbari et al. (2017), en-contraron algunas cepas de Lactobacillus plantarum que 
no muestran actividad antimicrobiana contra E. coli y en algunos casos el halo fue más pequeño que otros patóge-nos. Por su parte Saxelin (1997), señala que determina-
das cepas de lactobacilos tienen actividad antimicrobia-na contra Salmonella y E. coli, sin embargo, en el presente estudio la cepa 7(1) inhibió a dos cepas patógenas de E. 
coli (ATCC25922 y ATCC35218)
Messensy (2002) señalan que varias bacterias ácido lácticas producen sustancias inhibitorias denominados 
bacteriocinas como bavaricina y plantaricina ST31, pero estas sustancias son diferentes de los ácidos orgánicos. Shin et al. (2008) hallaron genes de enterocina A y ente-rocina B en Enterococos faecium SH 632 que mostraron 
actividad inhibitoria contra Listeria monocitogenes, sien-do además considerado como candidato potencial para ser usado como probióticos.
Identificación de las cepas aisladas.- La cepa 5(2) 
especie identificada con similaridad de 100% a Lactoba-
cillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 refuerza lo encontrado por Rodríguez (2009) quien aisló Lacto-
bacillus plantarum de heces de niños. Este lactobacilo 
es considerado como probiótico GRAS (GenBank YJ Jin–2018) y actualmente se está utilizando en alimentos para humanos y animales (Rodríguez 2009). Jabbari et al. (2017) aislaron Lactobacillus plantarum con caracterís-ticas probióticas de queso tradicional, esta bacteria es la más utilizada para la producción de alimentos fermenta-dos. Por lo tanto, esta bacteria al tener 100% de similari-dad con Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917T y ser considerada como cepa GRAS se sugiere su uso como bacteria probiótica en productos fermentados, mientras que la cepa 15 necesita ser sometidas a más 
pruebas para el uso como cultivo para la producción de productos fermentados de consumo humano.
La cepa 15 especie identificada con similaridad de 99.93% a Enterococcus faecium CGMCC 1.2136T es ais-lado frecuentemente de las heces de humano y anima-
les y son mucho más prevalentes en humanos que en el 
ganado, como los cerdos y las ovejas (Franz et al. 1999). 
Los enterococos tienen muchos rasgos positivos aprecia-
dos en la fermentación y conservación de los alimentos, 
y también pueden servir como probióticos (Ingolf 2014). Actualmente, el Enterococcus faecium CGMCC 1.2136T se utiliza en la fabricación de yogur en china (Ren et al. 2016). Foulquie et al. (2006) señalan que los enterococos se han utilizado como probióticos debido a sus posibles 
capacidades de promover buena salud. Así mismo los enterococos productores de bacteriocina son aislados de alimentos, heces y del tracto gastrointestinal de huma-
nos y animales, pero también pueden aislarse de otras 
fuentes como las heces de bebés sanos y estos parecen ser ricos en enterococos que producen bacteriocina, por lo que es probable que la mayoría de los enterococos se 
originen en el tracto digestivo de humanos y animales 
(Ingolf 2014). Vélez (2014) por su parte aisló, lactococos y lactobacilos con características probióticas de leche 
porcina, por lo que también se pueden encontrar en le-
che. Sin embargo, es necesario realizar pruebas adicio-nales para determinar el uso de la cepa 15 en productos fermentados para humanos.
Cinética de las cepas en leche.- En este trabajo, se necesitó tres horas de fermentación para que la cepa 
5(2) pase de 5 log UFC/mL a 7 log UFC/mL. Esto difie de lo reportado por Rodríguez (2009), quien demoró 10 horas para incrementar un ciclo de 6 a 7 log UFC/mL al trabajar con cepas de Lactobacillus plantarum aislados de heces de niños y sembrados en leche. Sin embargo, transcurrido 24 horas de incubación, la cepa 5(2) alcan-zó un ciclo menos de los hallados en 24 horas por Rodrí-guez (2009), debido probablemente a que la carga bacte-riana inicial fue de 6 y no de 5 Log UFC/mL. La cepa 15, igualmente en 3 horas pasó de 5 a 7 log UF/mL y a las 24 horas alcanzó el desarrollo de 8 log UFC/mL, mostrando 
buena cinética de crecimiento. 
Variación de pH en la fermentación de leche.- La 
cepa 5(2) fermentó la leche alcanzando valores de pH 5.4 a las 3 horas de fermentación debido a la multiplicación de las bacterias por el consumo de la lactosa de la leche 
como fuente de energía. El pH 4.1 de la leche a las 12 
horas de fermentación es fundamental para evitar el cre-cimiento de microorganismos patógenos. Aguilar y Cold 
(2011) demostraron que la viabilidad de E. coli disminu-
yó en un 100% cuando los valores de pH alcanzaron 4.0 por fermentación con L. plantarum LB279 en caldo MRS. 
Por lo tanto, al inocular con flora microbiológica que sea 
competitiva, inocua y no patógena, como las BAL, pue-
de reducir el pH e inhibir la proliferación de patógenos y 
mejor si está alrededor de pH 5 (FAO/OMS 1997).
La cepa 15 después de 3 horas de fermentación al-
canzó un pH de 5.3 partiendo con un valor más alto que 
la cepa 5(2), esto sugiere que posee buena actividad para producción de ácido láctico y ácidos orgánicos (Rahman 2013). Estos resultados indican que la cepa 15 tiene bue-
na actividad y mayor velocidad de arranque de fermen-tación, característica importante cuando se quiere tener producción de ácido láctico en menor tiempo. 
 Sarantinopoulos et al. (2003) observaron el co-me-
tabolismo de glucosa y citrato al cultivar en caldo MRS una cepa de E. faecium, tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. La fermentación del citrato por esta cepa es importante por la producción de diacetilo y ace-taldehído, los cuales dan muy buenas características or-
ganolépticas a los productos lácteos fermentados. Ayme-rich et al. (2000) indican que las cepas de Enterococcus 
son competitivas durante la fermentación de la carne e inhibe fuertemente el crecimiento de Listeria spp. y al no producir sabores desagradables, el enterococo puede ser 
adecuado para la adición a la carne en calidad de cultivos para mejorar la seguridad alimentaria. Por otra parte, el ácido láctico producido por la cepa 15, actualmente ha 
tomado gran importancia a nivel mundial por su utilidad. Rahman et al. (2013), mencionan que el ácido poliláctico 
biodegradable que sustituye a los plásticos derivados del petróleo, se obtiene por la producción de ácido láctico mediante el uso de Enterococcus faecium.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que las heces de neonatos humanos nacidos en el INMP de Lima posee bacterias acido lácti-cas con potencial probiótico como tolerancia a ácido, re-
sistencia a la bilis, actividad antimicrobiana y fermentan la leche.
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